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Resumen

Colombia es el pais con mayor diversidad de especies del género
Passifora L., tanto silvestres como cultivadas. Sin embargo, esta
riqueza se ve amenazada por multiples acciones antropicas y
la falta de estrategias para la conservacion de estos recursos
biolégicos. Por tal razoén, el objetivo de esta investigacion fue
estudiar la viabilidad y germinacion in vitro en semillas de 2
especies colombianas del género Passiflora L. (P. quimbayensis y P.
ligularis). La metodologia fue establecida por medio de una prueba
de viabilidad de las semillas (tetrazolio), una siembra en vivero y
técnicas de micropropagacion: (1) obtencion del material vegetal,
(2) establecimiento aséptico del cultivo y (3) multiplicacion del
material vegetal. Un disefio experimental completamente al azar
con 3 tratamientos por 3 repeticiones y 1 muestra de 33 unidades
experimentales por cada tratamiento fueron analizados con el
programa R-Studio. Los resultados mostraron que las semillas
obtuvieron entre el 80-95 % de viabilidad. En la siembra en
vivero, P. ligularis presentd un porcentaje de germinacion del
70 % de germinacioén a los 11 dias, mientras que P. quimbayensis
solo alcanzo el 3 % de germinacion a los 60 dias. En el protocolo
de conservacion in vitro, el mejor tratamiento de asepsia (T1) con
hipoclorito de sodio al 6 % mostré la menor contaminacién por
patogenos (<25 %). El despunte apical de las semillas mostré los
mayores porcentajes de germinacién, con 99 % y 100 % en y P.
quimbayensis y P. ligularis, respectivamente. El método de cultivo
invitro permitio la regeneracion de las semillas de P. quimbayensis,
aunque en las raices hubo formaciéon de callo, mientras que en
P. ligularis el enraizamiento fue normal, sin presencia de callo.
El método de conservacion in vitro mostro resultados positivos
para la propagacion de P. ligularis, mientras que requiere ajustes
para su aplicacion en especies silvestres como P. quimbayensis.

Palabras clave: conservacion, cultivo de tejidos, escarificacion,
Passifloraceae, semillas.
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Abstract

Colombia is the country with the greatest diversity of Passifora
L. species, both wild and cultivated. However, this richness
threatened by several anthropic actions, as well as the lack of
strategies to preserve these biological resources. For that reason,
the objective of this research was to evaluate the viability and
in vitro germination of two seed species from the genus Passiflora
L. (P. quimbayensis and P. ligularis) distributed in Colombia. The
methodology included a seed viability test using tetrazolium,
nursery sowing, and micropropagation techniques, which
involved three stages: (1) obtaining plant material, (2) aseptic
establishment of the culture, and (3) plant material multiplication.
A completely randomized experimental design was used,
consisting of three treatments, each with three replicates and a
sample of 33 experimental units for each treatment. Data were
analyzed using the R-Studio program. The results indicated
seeds viability ranging from 80 % to 95 %. In the nursery sowing
trials, P. ligularis exhibited a 70 % germination rate at 11 days,
whereas P. quimbayensis reached only a 3 % germination rate after
60 days. In the in vitro conservation protocol, the most effective
aseptic treatment (T1), with 6 % sodium hypochlorite, resulted
in the lowest level of contamination by pathogens (less than
25 %). Apical seed sprouting exhibited the highest germination
rates, with 99 % in P. quimbayensis and 100 % in P. ligularis. The
in vitro culture method enabled the generation of P. quimbayensi
seeds, although callus formation was observed on the roots.
In contrast, P. ligularis exhibited normal rooting without callus
development. The in vitro conservation method showed positive
results for propagation of the P. ligularis; however, it requires
further adjustments for effective application in wild species
such as P. quimbayensis.

Keywords: Conservation, Passifloraceae, scarification, seeds,
tissue culture.
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Introduccién

El género Passiflora L. es considerado como un
indicador de la biodiversidad en Colombia, cuyas
especies presentan multiples interacciones ecologicas
con otros organismos (Ocampo etal., 2021). Colombia,
en las dltimas décadas, ha experimentado una
transformaciéon de grandes areas de sus ecosistemas
naturales, debido a multiples actividades antropicas.
Por tal razén, esfuerzos de conservacion o restauracion
de los habitats naturales son estrategias que deben
integrarse para el mantenimiento de la diversidad
de Passiflora en Colombia (Pacheco et al., 2016). A
pesar de esta problematica, existe poca informacion
relacionada con la conservacion de los recursos
genéticos de Passiflora en bancos de germoplasma
(Ocampo etal., 2021). Adicionalmente, la longevidad
de las semillas de Passiflora varia de manera importante
entre sus especies, debido a las diferencias de
genotipo y origen (Hong y Ellis, 1996). En estudios
previos sobre las principales especies cultivadas
de Passiflora (maracuyd, granadilla y gulupa), las
semillas mostraron un comportamiento ortodoxo e
intermedio en almacenamiento (Posada et al., 2014).
Por otro lado, a nivel global existen alrededor de 50
colecciones de Passiflora y el nimero de accesiones va
en aumento en los ultimos anos, pues ha pasado de
524 en 1994, a 2274 en la actualidad (CerqueiraSilva
et al., 2012; Ocampo et al. 2021).

Por lo anterior, es fundamental conocer el
potencial germinativo de las semillas conservadas en
los bancos de germoplasma (Junghans et al., 2021).
Igualmente, es importante tener en cuenta que uno
de los obstaculos en las especies de Passiflora es la
baja capacidad germinativa de las semillas, lo cual esta
relacionado por poseer una testa dura y lignificada de
la cubierta seminal (Bewley y Black, 1982; Pérez et al.,
2022; Rodriguez et al., 2020). Estas caracteristicas de
la semilla generan una latencia ex6gena mecanica, lo
que dificultad una normal germinacién, por lo que es
necesario buscar alternativas para romper la latencia.

Las investigaciones en Passiflora spp. relacionadas
con la conservacién de semillas son escazas.
Estos estudios se han enfocado en el manejo de
diferentes tratamientos pregerminativos para romper
mecanismos de latencia fisiologica y fisica de las
semillas, como la alternancia de temperaturas, el
manejo de diferentes concentraciones de acido
giberélico (AG,), la escarificacion en condiciones de
laboratorio y en vivero, y la evaluaciéon de la capacidad
germinativa con tetrazolio (Rodriguez et al., 2020).
Asi, existen investigaciones en las que la aplicacion
de AG, en diferentes concentraciones en semillas de
P. tripartita var. mollissima (Kunth) Holm-Niels. & P.
Jgrg. (Cardozo, 1988), P. nitida Kunth (Passos et al.,
2004), P. alata Curtis (Junghans et al., 2021), P. edulis f.
flavicarpa Degener (Lima et al., 2009) y P. ligularis Juss.
(Gutiérrez et al., 2011) promovio6 considerablemente
la germinacién. De la misma manera, el uso de
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tratamientos pregerminativos como la escarificaciéon
y la inmersion de la semilla en especies como P.
tricuspis Mast. (Delanoy et al., 2006), P. caerulea L.
(Mendiondo y Garcia, 2009), P. cincinnata Mast. (Junior
et al., 2010) y P. edulis f. flavicarpa (De Oliveira et al.,
2023) han logrado favorecer la absorcion del agua
y romper la latencia que se presenta en muchas
especies de Passiflora. Otro estudio realizado por
Balaguera et al. (2010) con la escarificaciéon en frio
(4 °C) y cubrimiento de la semilla de P. edulis Sims f.
edulis también mostré un incremento significativo en
los porcentajes de germinacion, lo cual sugiere que
esta técnica puede ser efectiva para superar la latencia
y mejorar la emergencia de plantulas.

En la actualidad, las técnicas de propagacion in
vitro permiten mejores porcentajes de germinacion
de semillas (Junghans et al., 2021), las cuales pueden
ser implementadas para mantener la conservacion de
la diversidad genética o en multiples aplicaciones en
programas de fitomejoramiento (Faleiro et al., 2019;
Mohammadi et al., 2023). Estudios de propagacion
in vitro para la conservacion de semillas, han sido
desarrollados en diferentes especies, como P. alata
(Junghans et al., 2021), P. caerulea (Severin et al., 2004;
Taylor et al., 2004), P. cumbalensis (Karst.) y P. tripartita
var. mollisima Holm-Niels. & Jorg. (Cordoba et al.,
2010) y por Castrillon et al. (2024) en P. maliformis con
resultados variables en la produccion de plantulas.
En Colombia, investigaciones realizadas para la
conservacion de especies silvestres, en el Jardin
Botanico de Bogota - José Celestino Mutis, han
utilizado la técnica de cultivo de tejidos vegetales
para la micropropagacion de semillas en P. cumbalensis
(Gonzales, 2004).

El presente trabajo surge como iniciativa del
Grupo de Investigacion en Recursos Fitogenéticos
(GIRFIN) por conservar especies nativas o endémicas
en Colombia, que actualmente se encuentran
amenazadas (peligro critico - CR) y cuyo habitat esta
disturbado o destruido (Ocampo et al., 2021; Caleno-
Ruiz et al., 2024). Asi, La aplicaciéon de técnicas de
cultivo in vitro puede mejorar significativamente
la viabilidad y la germinacién de las semillas de
Passiflora quimbayensis y P. ligularis, contribuyendo
al establecimiento de estrategias efectivas para su
conservacion. Por lo tanto, esta investigacion tiene
como objetivo estudiar la viabilidad y la germinacion
in vitro en semillas de 2 especies colombianas del
género Passiflora (P. quimbayensis Ocampo & Forero, y
P. ligularis Juss.) que permitan su conservacion ex situ.
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Materiales y métodos

Area de estudio

La investigacion se realizo6 en el laboratorio de cultivo
de tejidos y en la casa de malla de la Universidad
Nacional de Colombia - Sede Palmira, localizada
en el municipio de Palmira (Valle del Cauca) a 980
m s. n. m. (3°30’44.58”"N, 76°18'29.14"W).

Especies estudiadas

Semillas de 2 especies del género Passiflora,
representadas en los subgéneros Decaloba (P.
quimbayensis) y Passiflora (P. ligularis) provenientes de
la coleccion de semillas de la Universidad Nacional
de Colombia - Sede Palmira y conservadas en frio
(7-8 °C) y entre 70-75 % de humedad relativa, fueron
empleadas en este estudio.

Preparacion de la semilla

Las semillas de cada especie pasaron por una
inmersion en agua destilada durante 4 dias para
luego retirar los residuos del arilo y la sarcotesta.
Posteriormente, las semillas fueron lavadas con agua
estéril retirando los residuos existentes y secadas en
papel absorbente durante 48 horas a temperatura
ambiente.

Prueba de viabilidad

La evaluacion de la viabilidad de las semillas se
realizé mediante la prueba de tetrazolio, siguiendo el
protocolo propuesto por la Association of Official Seed
Analysts/Society of Commercial Seed Technologists
(Miller y Peters, 2010). El procedimiento incluyo
una etapa de preacondicionamiento, consistente
en la imbibicion de las semillas en agua destilada
durante 24 horas a una temperatura constante de
30 °C. Posteriormente, se procedi6 a la escarificacion
de las semillas mediante un corte longitudinal en la
testa, con el fin de exponer el embrion. Las semillas
escarificadas fueron puestas en una solucional 1 % de
cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio bajo condiciones
de oscuridad, durante un periodo de 24 horas a
30 °C. Para cada especie evaluada se establecieron 3

Semillas

@@@

= \i
‘% & || — ———b

R
x% '@

Inmersién en
agua destilada
24 hrs, T° 30°C

longitudinal

Escarificacion

repeticiones experimentales, utilizando 10 semillas
por repeticiéon. Los porcentajes de viabilidad se
determinaron a partir del nimero de embriones que
presentaron tinciéon uniforme, de acuerdo con los
criterios establecidos por Miller y Peters (2010).

Siembra en vivero

Las semillas antes de la siembra fueron sometidas a
un tratamiento de escarificaciéon mecanica mediante
despunte apical, seguido por la inmersién en una
solucion de nitrato de potasio (KNO ) al 1 % durante
24 horas a temperatura ambiente. “Finalizado este
periodo, la solucién fue filtrada para eliminar
residuos, y las semillas fueron puestas sobre papel
absorbente para eliminar el exceso de humedad
superficial.

La siembra se realiz6 en bandejas plasticas de
20 cm de altura, utilizando como medio de cultivo
una mezcla de sustrato comercial compuesto por fibra
de coco y turba en una proporcién 2:1. Las semillas
fueron sembradas a una profundidad de 0.5 cm. El
riego fue realizado diariamente con agua potable.
Las evaluaciones de germinacién se realizaron
semanalmente durante un periodo de 60 dias.

El ensayo fue conducido bajo un disefio
completamente aleatorizado, con 3 repeticiones por
especie y 10 semillas por repeticion. Como variable de
respuesta se considerd el porcentaje de germinacion
(% PG), calculado al final del periodo de evaluacion.

Cultivo in vitro

Etapa 0. Obtencion del material vegetal

Las semillas empleadas de cada especie para la fase
experimental del cultivo in vitro fueron seleccionadas
de las mismas accesiones del mismo lote, las cuales
presentaron viabilidad con la prueba de tetrazolio
(Figura 1) y la germinacién en la fase de vivero.

Etapa I. Establecimiento aséptico del cultivo

Las semillas de cada especie fueron inicialmente
lavadas con agua estéril para eliminar los residuos
del arilo y la sarcotesta. A continuacioén, se
sumergieron durante 20 minutos en una solucion

KLY Y>

Identificacién de
embriones viables

Inmersién en
solucién de tetrazolio
1% x 24 hrs en obscuridad

Figura 1. Protocolo de la prueba de viabilidad de acuerdo a la metodologia propuesta por Miller y Peters (2010).
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compuesta por detergente alcalino al 3 % y acido
ascorbico a una concentracion de 100 mg ™! como
agente antioxidante. Posteriormente, se realizé un
enjuague con agua destilada estéril para remover los
residuos del detergente. Luego las semillas fueron
desinfectadas superficialmente mediante inmersion
en etanol al 70 % durante 30 segundos. Tras este paso,
se aplicaron 2 tratamientos de desinfeccion utilizando
soluciones de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 6 % y
7 %, respectivamente, durante 20 minutos. Finalizado
el tratamiento, las semillas fueron enjuagadas 3 veces
con agua destilada estéril, con intervalos de 2, 5y 10
minutos, con el fin de eliminar completamente los
residuos del agente desinfectante.

El experimento fue establecido bajo un disefio
completamente aleatorizado con 2 tratamientos, 3
repeticiones por tratamiento y 10 semillas por unidad
experimental para cada una de las especies evaluadas.

Etapa Il. Multiplicacién del material vegetal

Para la induccion de germinacién in vitro de las
semillas de las Passiflora estudiadas, fue utilizado
el medio de Murashige y Skoog (MS), el cual fue
suplementado con sacarosa en una preparacion
de 30 g/l, agar 7 g/, tiamina 7 g/l. A este medio de
cultivo fue adicionado acido giberélico (AG,), como
regulador de crecimiento, en una concentraciéon de

Tratamientos
pregerminativos

(Y'Y

Escarificacion por
Semillas

@?@ /

Escarificacion
por ruptura total

Imbibicién
AG3 (2 mg/l)
por 24 hrs

G99 — 2ee — ¢

Sin escarificar

despunte apical —*
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2 mg/l (Roca y Mroginski, 1997). El pH del medio fue
ajustado a 5.8 antes de la esterilizacion, la cual fue
realizada mediante autoclave a 120 °C y una presion
de 15 psi durante 25 minutos.

Debido a la dureza y a las caracteristicas
morfoanatdémicas de la testa en las semillas del
género Passiflora, fueron empleados tratamientos
pregerminativos para favorecer la germinacién
in vitro. Previo a la escarificacion, las semillas de
ambas especies fueron sometidas a un tratamiento
de imbibicion en acido giberélico (AG,) durante
24 horas (Figura 2). El experimento se establecio
bajo un disefio completamente al azar, con 3
tratamientos de escarificacion: T1 (sin escarificacion),
T2 (escarificacion total) y T3 (escarificaciéon por
despunte apical). Cada tratamiento fue evaluado
con 3 repeticiones y 1 unidad experimental de 33
semillas para un total de 99 semillas por tratamiento
y especie. Las semillas tratadas fueron sembradas en
frascos de vidrio estériles de 100 ml, cada uno con
20 ml de medio de cultivo MS. Los frascos fueron
transferidos a una camara de cultivo de incubacion
con condiciones controladas de temperatura (24 °C)
y un fotoperiodo de 16 horas luz por 8 horas
oscuridad (Roca y Mroginski, 1997). La evaluacién
de la germinacién fue realizada cada 7 dias durante
un periodo total de 14 semanas.

Medio de cultivo
Murashige y
Skoog (MS) sin
fitorreguladores

Medio de cultivo
Murashige v
Skoog (MS)

N ~
Multiplicacion Estimulacién y
del material desarrollo de
vegetal brotes axilares

Figura 2. Protocolo de germinacién in vitro de la semilla, multiplicacion del material vegetal, estimulacion y desarrollo de brotes axilares de las Passiflora

estudiadas.
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Etapa Ill. Estimulacién y desarrollo de brotes
axilares

Para inducir la formacion y el desarrollo de brotes
axilares, cada explante fue sometido a un proceso de
multiplicacion directa a través de la organogénesis
adventicia. Posteriormente, las plantulas obtenidas
fueron transferidas a un medio de cultivo Murashige
y Skoog (MS) libre de fitorreguladores, con el fin de
favorecer el desarrollo inicial de las primeras fases
de enraizamiento (Figura 2).

Andlisis de datos

El analisis de los datos correspondientes a la
viabilidad y germinacién de semillas en condiciones
de invernadero fue basado en los porcentajes
obtenidos por cada repeticion, considerando el
numero de semillas germinadas respecto al total
sembrado por unidad experimental. Para los ensayos
establecidos bajo condiciones in vitro, fue empleado
un disefio experimental completamente aleatorizado
con multiples tratamientos por especie. Los datos
fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA)
con el fin de identificar diferencias significativas entre
tratamientos. Previo a la comparacion de medias,
fue aplicada la prueba de Levene para verificar la
homogeneidad de las varianzas. En los casos en
que se cumpli6 este supuesto, se procedioé con una
prueba de comparacion de medias mediante Tukey
con un nivel de significancia de p < 0.05. Los datos
fueron inicialmente organizados y tabulados en
Microsoft Excel 2011, y posteriormente procesados
y analizados en el entorno estadistico RStudio
(version 4.x), utilizando el paquete Rapportools
para la validacion de supuestos y la generacion de
estadisticas descriptivos.

Resultados y discusién
Prueba de viabilidad

En las semillas de las Passiflora estudiadas se observo
la presencia de un embrién de forma espatulada
con endospermo blanquecino y con variaciones en
el tamano entre las especies comparadas (Figura 3).

La prueba de viabilidad mediante tetrazolio (Miller
y Peters, 2010) mostro resultados elevados en ambas
especies. La especie silvestre Passiflora quimbayensis
registro un 96 % de viabilidad, evidenciado por la
tincion uniforme de la mayoria de sus embriones. Por
su parte, en P. ligularis (granadilla) present6 un 100 %
de viabilidad, con embriones completamente tefiidos,
lo que indico integridad fisiologica y metabolica
(Figura 4).

Estos resultados son consistentes con estudios
previos en otras especies del género Passiflora. Asi, en
P. foetida se logré una tincidon homogénea mediante la
aplicacion de una solucion de tetrazolio al 1 % durante
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2 horas a 30 °C, lo cual permiti6é una evaluacion eficaz
de la viabilidad (Costa et al., 2016). De manera similar,
en P. elegans Mast. la exposicidén a una concentracion
de 0.05 % de tetrazolio a 36 °C durante 24 horas
gener06 resultados positivos en la deteccién de
embriones viables (Da Silva et al., 2019). En P. edulis f.
edulis y P. ligularis, Aguacia et al. (2015) reportaron una
coloracion uniforme y clara del tejido embrionario
utilizando una concentracion de tetrazolio del 0.5 % a
32 °C durante 24 horas, lo cual confirma la eficacia del
método en estas especies. No obstante, la prueba de
viabilidad por tincion no constituye una garantia para
obtener altos porcentajes de germinacion, debido
a que diversas especies de Passiflora, como P. edulis
(maracuyad), P. ligularis (granadilla), P. maliformis L.
(cholupa), P. quadrangularis L. (badea) y P. edulis £. edulis
(gulupa), se ha documentado la presencia de latencia
exogena (Ellis et al., 1985; Rodriguez et al., 2020). Esta
condicién fisiolégica, asociada principalmente a la
dureza de la testa, limita la capacidad de germinacion,
incluso, en semillas viables (Ellis et al., 1985).

Por otro lado, el grado de domesticacion de
las especies puede influir significativamente en la
capacidad de germinacion de las semillas. En este
estudio se observd que la especie cultivada de
granadilla (P. ligularis) presenté un 100 % de embriones
viables, en contraste con la especie silvestre evaluada.
Lo anterior sugiere una posible relacion entre el
estado de domesticacion y la viabilidad embrionaria,
lo cual ha sido documentado en P. edulis f. edulis
(Rodriguez et al., 2020).

Adicionalmente, la correcta interpretacion de la
prueba de tetrazolio depende de diversos factores
técnicos que aseguran la precision del diagnostico,
entre ellos, la adecuada penetracion del reactivo
en los tejidos, el tipo de corte aplicado a la semilla,
el movimiento de la solucidon, la concentraciéon
del cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio, asi como el
establecimiento 6ptimo de temperatura y del tiempo
de imbibicion. Estos pardmetros son fundamentales
para garantizar una tinciéon uniforme y confiable
(Vega et al., 2022).

Cultivo en invernadero

Las semillas de P. quimbayensis iniciaron el proceso
germinativo a los 11 dias después de la siembra, y
alcanzaron solamente un 3 % de germinacion. Este
bajo porcentaje sugiere la presencia de mecanismos
de latencia relacionados con barreras fisicas y
quimicas en la testa. En contraste, P. ligularis alcanz6
un 70 % de germinacion a los 25 dias, con seguimiento
continuo hasta los 60 dias posteriores a la siembra.
El bajo porcentaje de germinacién en P. quimbayensis
es consistente con lo reportado por Posada et al.
(2014), quienes describen la presencia de tejidos
lignificados y recubrimientos cerosos como factores
inhibidores. Por el contrario, el comportamiento
observado en P. ligularis sugiere un mayor grado de
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Figura 4. Patrones de coloracién de embriones en prueba de viabilidad: (A y B) P. quimbayensis; (C y D) P. ligularis.

domesticacion, lo cual podria haber favorecido una
reduccion de mecanismos de latencia, como lo han
propuesto diversos autores en especies cultivadas.
Estos hallazgos refuerzan la hipotesis de que las
barreras fisicas en la testa constituyen un factor
limitante para la germinacion en especies silvestres
de Passiflora y justifica la necesidad de explorar
protocolos pregerminativos especificos.

Cultivo in vitro

Etapa I. Establecimiento de desinfeccion del
cultivo

Los ensayos preliminares de asepsia realizados
en semillas viables de Passiflora quimbayensis y P.
ligularis mostraron diferencias en la efectividad de
los tratamientos aplicados. En P. quimbayensis, el
tratamiento T1 con hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 6 % no logré prevenir la contaminacién, por lo
cual registré un 0 % de asepsia, mientras que el
tratamiento T2 con NaOCI al 7 % present6 una leve
mejora, pues alcanzoé un 6.6 % de asepsia. En ambos
casos, el contaminante predominante fue de origen
bacteriano, presumiblemente introducido durante
el proceso de siembra en el medio de cultivo, lo que
sugiere una fuente exdgena asociada al ambiente
o a las condiciones de manipulacién (Figura 5). En

contraste, las semillas de P. ligularis no presentaron
contaminacién alguna en ninguno de los tratamientos
evaluados, lo cual sugiere una mayor resistencia
superficial a agentes contaminantes o una mayor
eficacia del protocolo de desinfeccion para esta
especie en particular.

Estos resultados concuerdan parcialmente con
lo reportado por Manjarrés y Perea (2012), quienes
obtuvieron un 100 % de supervivencia en semillas de
P. edulis f. edulis utilizando un protocolo combinado
con soluciéon de Isodine al 3 % y NaOCl al 2 % durante
20 minutos. De igual manera, Gonzales (2004) reporto
una eficacia del 97 % en el proceso de asepsia de
semillas de P. tripartita var. mollisima y P. cumbalensis
empleando NaOCl al 7 % durante el mismo periodo
de exposicion. En comparacion, Castrillon et al. (2024)
obtuvieron un 77 % de efectividad en la desinfeccion
de semillas de P. maliformis con etanol al 70 % y NaClO
al 2.5 %, aunque los porcentajes fueron menores, el
protocolo permiti¢ una germinacion del 100 %.

Para validar la eficacia del protocolo de asepsia
propuesto, se realizé un seguimiento semanal a los
medios de cultivo, con el objetivo de detectar la
presencia de agentes contaminantes, principalmente
bacterias y hongos. De acuerdo con los resultados
obtenidos, no se evidenci¢ desarrollo microbiano
en las unidades experimentales evaluadas, lo que
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Figura 5. Porcentaje de contaminacidn vs. tipo de tratamiento de desinfeccién en cultivo in vitro de las semillas.

permite afirmar que el protocolo implementado fue
efectivo y eficiente en el control de contaminantes
durante las fases iniciales del cultivo in vitro.

Es fundamental resaltar que los procesos de
desinfeccién no solo deben eliminar de forma
eficaz los microorganismos epifitos o endéfitos,
sino también preservar la viabilidad fisiologica del
explante, para permitir su crecimiento activo y un
desarrollo adecuado en las etapas posteriores del
cultivo (Junghans et al., 2008; Carvalho et al., 2012).
La contaminacion microbiana representa uno de
los principales obstaculos en la propagacion in vitro,
debido a que los microorganismos pueden competir
con los explantes por los nutrientes disponibles en
el medio de cultivo o alterar su composicion quimica
(Roca y Mroginski, 1997).

En este estudio se observo que la ornamentacion
externa de las semillas de P. ligularis es menos
reticulada y presenta una superficie mas lisa en
comparacion con P. quimbayensis. Esta caracteristica
morfologica podria estar asociada con una menor
retencion de agentes contaminantes en las estructuras
superficiales de la semilla, lo que explicaria la
ausencia de contaminacion en esta especie durante
la evaluacion.

El protocolo de asepsia utilizado en este estudio
demostré ser adecuado para ambas especies
evaluadas; ademas, fue particularmente eficiente
en P. ligularis, y constituye una base soélida para
el establecimiento exitoso de cultivos in vitro en
programas de propagacion y conservacion de
germoplasma.

Etapa Il. Multiplicacion del material vegetal

El resultado del anélisis de varianza (ANDEVA) mostro
que existe una homogeneidad de las varianzas dentro
de los tratamientos, de acuerdo con la prueba de
Levene. Los resultados obtenidos evidenciaron
diferencias significativas (Tukey p < 0.05) en la
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velocidad y porcentaje de germinaciéon in vitro
entre los tratamientos aplicados a las semillas
de P. quimbayensis y P. ligularis (Figura 6, Tabla 1).
Las primeras evidencias de germinacion fueron
observadas en el tratamiento de escarificaciéon por
despunte apical (T3), la cual inicié en la tercera
semana para P. ligularis (7.1 %) y en la cuarta semana
para P. quimbayensis (8.1 %).

En P. quimbayensis los mayores porcentajes acumulados
de germinacioén se registraron entre las semanas
6 a 9, cuando alcanzaron un 46.5 %. En P. ligularis
este mismo comportamiento fue evidente entre
las semanas 5 a 9, con un porcentaje acumulado
del 60.7 %, lo que sugiere una mayor velocidad de
respuesta germinativa en esta ultima Passiflora.

El tratamiento T3 (escarificacion por despunte
apical) result6 ser el mas eficiente para P. quimbayensis,
con un 99 % de germinacion, el cual mostro
diferencias estadisticamente significativas respecto
a los tratamientos T1 (sin escarificacion) y T2
(escarificacion total) (Tabla 1). En contraste, en
P. ligularis los dos tratamientos que implicaron
escarificacion (T2 y T3) alcanzaron altos niveles de
germinacion (95 % y 100 %, respectivamente), sin
diferencias significativas entre ellos, lo cual indica
que cualquier método de escarificacion fisica mejora
considerablemente la respuesta germinativa de esta
especie.

Por otro lado, el tratamiento T1 (sin escarificacion)
fue el menos eficiente en ambas especies, debido a
que registro los porcentajes mas bajos de germinacion:
35.4 % para P. quimbayensis y 45.5 % para P. ligularis.
Estos resultados respaldan la importancia de la
escarificacion como método pregerminativo en
especies de Passiflora, especialmente en aquellas
con testa dura e impermeable, donde la latencia
exdgena representa una barrera significativa para la
emergencia radicular.
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Figura 6. Evaluacion de la germinacion in vitro en las semillas de P. quimbayensis y P. ligularis bajo diferentes tratamientos.

Tabla 1. Germinacion in vitro de semillas de P. quimbayensis y P. ligularis germinadas bajo diferentes tratamientos

Tratamientos Repeticiones

Total semillas Promedio semillas Semillas

Passiflora quimbayensis 1 2 3 germinadas germinadas germinadas (%)
T1. Sin escarificacion 10 10 15 35 11.6a 354

T2. Escarificacion total 20 18 15 53 17.7b 53.5

T3. Escarificacion en despunte apical 33 33 32 98 32.7¢ 99.0
Passiflora ligularis

T1. Sin escarificacion 15 18 12 45 15.0a 455

T2. Escarificacion total 30 31 33 94 31.3b 94.9

T3. Escarificacion en despunte apical 33 33 33 99 33.0b 100.0

*Las letras indican las diferencias de la prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) entre los diferentes tratamientos.

Los resultados obtenidos sugieren que la velocidad
de imbibicion del agua en las semillas de Passiflora
quimbayensis y Passiflora ligularis influye directamente
en la capacidad germinativa de los embriones,
lo cual estd estrechamente relacionado con las
caracteristicas estructurales y quimicas de la testa.
Esta observacion concuerda con lo reportado por
Taylorson y Hendricks (1977), quienes describieron
que la impermeabilidad fisica de la cubierta seminal
puede limitar la entrada de aguay, por tanto, retrasar
o impedir la germinacién en diversas especies de
interés econdmico. Igualmente, en P. tripartita var.
mollissima, Cardozo (1988) identificd que la testa esta
conformada por células fuertemente lignificadas y
compactadas, lo que restringe la absorcion de agua
al canal micropilar. Este tipo de estructura anatdmica
representa una barrera fisica efectiva contra la
imbibiciéon, lo que condiciona significativamente el
comportamiento germinativo. Adicionalmente, la
testa de las semillas puede tener algunos inhibidores
en su cubierta seminal, como la produccion de acido
abscisico (ABA), lo cual puede inducir o mantener la
latencia de la semilla, interfiriendo con la activacién
metabolica del embrién y el inicio de su desarrollo
(Bewley y Black, 1982; Pérez et al., 2022).

En este contexto, la presencia de estructuras
lignificadas y posibles reguladores negativos, como
el ABA en la testa de P. quimbayensis podria explicar
los bajos porcentajes de germinacion observados en
esta especie, a pesar de registrar una alta viabilidad
embrionaria. Por el contrario, P. ligularis, con una testa
aparentemente menos compacta, mostro una mayor
respuesta germinativa, lo que sugiere diferencias
interespecificas en los mecanismos de control de la
germinacion.

El método de despunte apical (T3), aunque es
un procedimiento mas especifico y lento, es la
técnica mas eficaz para obtener la mayor cantidad
posible de plantulas en el menor tiempo. De
acuerdo con Torres (2018), escarificar las semillas
en las especies de Passiflora permite que el potencial
hidrico de sus estructuras embrionarias aumente
de manera significativa para que estas germinen.
En concordancia, Gutiérrez et al. (2011) reportaron
que la apertura controlada de la testa mediante
despunte en P. edulis permitié superar las barreras
fisicas impuestas por la cubierta seminal, lo cual
promueve una mejor absorcion del acido giberélico
(AG3) aplicado ex6genamente y, en consecuencia, una
germinacién significativamente mas eficiente.
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Otros estudios demostraron que este método de
escarificacion parcial de la testa permitié obtener
un mayor porcentaje de germinacion in vitro en P.
gibertii (Junghans et al., 2008; Carvalho et al., 2012). Asi
mismo, la aplicacion de reguladores de crecimiento
es favorable para la germinacion de diferentes
especies, debido a que aumenta el porcentaje de
semillas en proceso de germinacion (Hudson et al.,
1997). En general, los resultados sugieren que el
mejor tratamiento pregerminativo para las semillas
de P. quimbayensis es la escarificacion de despunte
apical (T3), mientras que en P. ligularis cualquiera de
los dos tratamientos que involucran la escarificacion
(T2 y T3) pueden ser recomendados para promover
una germinacién uniforme y eficiente en condiciones
in vitro.

La formacién de callos en P. quimbayensis fue
evidente en la totalidad de las raices evaluadas en
los tratamientos T1 y T2; estos se observaron a
partir de la octava semana posterior a la siembra y se
extendieron hasta la décima semana. Los resultados
sugieren que la aplicacion de acido giberélico
(AG,) como unico regulador de crecimiento no fue
suficiente para inhibir el proceso de callogénesis en
las raices de P. quimbayensis. Este comportamiento
sugiere la necesidad de complementar el medio de
cultivo con sustancias inhibidoras de la formacion de
callo, como la caseina hidrolizada (Roca y Mroginski,
1997).

Por otro lado, en la conservacion in vitro es
fundamental tener una alta frecuencia de regeneracion
de plantas a partir de diferentes explantes organizados,
entre los cuales se encuentran meristemos, embriones,
ejes embrionarios, etc., debido a que ofrecen la
menor frecuencia de variacion genética durante la
conservacion (Pacheco et al., 2016). Por el contrario,
la formacién de callo no organizado durante la fase
de regeneracion puede comprometer la integridad
morfofisiologica de la planta, al inducir procesos de
desdiferenciaciéon celular que conllevan la aparicion
de variacion somaclonal (Roca y Mroginski, 1997). Por
tanto, el uso de explantes altamente diferenciados
y la minimizacion de fases callogénicas constituyen
elementos fundamentales para el establecimiento
de protocolos eficientes de conservacion in vitro,
especialmente en especies con potencial agronémico
o en riesgo de erosion genética (Roca y Mroginski,
1997; Mohammadi et al., 2023).

En conjunto, estos resultados demuestran que la
escarificaciéon mecanica mediante despunte apical es
una estrategia eficaz para superar la latencia fisica en
especies del género Passiflora, debido a que mejora
significativamente los porcentajes de germinacion
in vitro. La implementacion de esta técnica resulta
particularmente relevante para especies silvestres
con potencial agronémico o conservacionista, como
P. quimbayensis, cuya germinacion natural es limitada.
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Etapa lll. Estimulacién y desarrollo de brotes
axilares

En la fase de estimulacién y desarrollo de brotes
axilares, los explantes fueron transferidos a frascos
con medio de cultivo MS libre de fitorreguladores con
el fin de favorecer la organogénesis directa. Passiflora
ligularis mostrd una respuesta morfogénica positiva,
evidenciada por la formacion de brotes adventicios a
partir de los explantes transferidos, lo cual representa
una ventaja para protocolos de propagacion in vitro sin
recurrir al uso de fitorreguladores. En contraste, los
explantes de P. quimbayensis no lograron desarrollar
brotes adventicios durante el mismo periodo de
evaluacion. La ausencia de respuesta se asocié con
la formacion predominante de tejido calloso, lo que
podria estar asociado a factores intrinsecos de la
especie, como su grado de domesticacion, la edad
del tejido o su sensibilidad a las condiciones del
medio de cultivo. Estos resultados coinciden con
estudios previos en especies silvestres de Passiflora,
en los que se ha reportado una menor capacidad de
regeneracion in vitro en comparacién con especies
cultivadas, debido a diferencias en su fisiologia y
requerimientos hormonales (Da Silva et al., 2021).

A diferencia de lo observado en el cultivo in vitro,
al sembrar las semillas de P. quimbayensis bajo casa
de malla se observo bajo porcentaje y baja velocidad
de germinacién. En P. ligularis el porcentaje de
germinacion estuvo en los picos mas altos y mostro
un tiempo de germinacion igual al presentado en
el cultivo in vitro. Estas diferencias pueden estar
soportadas por las caracteristicas ambientales
particulares de los lugares donde estas especies estan
distribuidas, como la altura sobre el nivel del mar, la
temperatura y la radiacion solar. Aunque todas las
especies estudiadas provienen de la regiéon Andina
entre 2000 y 3000 m, las preferencias climaticas son
marcadas y el comportamiento de la germinacion de
la semilla puede variar.

Los resultados obtenidos en este estudio
constituyen una base sé6lida y un complemento
significativo para el desarrollo de futuras
investigaciones enfocadas en la biologia de semillas
del género Passiflora, especialmente en el contexto
de estrategias de conservacion in vitro. Este enfoque
cobra particular relevancia en especies que presentan
algin grado de amenaza, dado su potencial para
garantizar la preservacion del germoplasma y la
recuperacion de poblaciones en riesgo.

El cultivo invitro ha demostrado ser una herramienta
eficiente para la propagacion y conservacién de
Passiflora, con mas de 62 especies reportadas con éxito
en protocolos de micropropagacion y regeneracion de
plantulas Junghans et al., 2021; Castrillon et al., 2024).
En el caso colombiano, en el que se presenta una alta
diversidad y niveles significativos de endemismo
en el género, la implementaciéon de técnicas
biotecnoldgicas se convierte en una prioridad dentro
de los planes de conservacion.



Es fundamental establecer e integrar estrategias
tanto in situ, en areas naturales protegidas, como ex
situ, en jardines botanicos, bancos de germoplasmay
colecciones de tejidos bajo condiciones controladas,
incluyendo alternancias térmicas que promuevan
la longevidad de las semillas (Caleno-Ruiz et al.,
2024; Junghans et al., 2021). Estas acciones deben
anticiparse a los efectos adversos del cambio climatico
y la deforestacion, fenémenos que representan una
amenaza directa a la viabilidad y permanencia de
numerosas especies silvestres de Passiflora.

Conclusiones

La escarificacion mecanica mediante despunte apical
demostro ser el tratamiento mas eficiente para
superar la latencia fisica en P. quimbayensis, debido
a que alcanz6 porcentajes de germinacion in vitro
cercanos al 99 %. Este resultado confirma que la
remocion parcial de la testa facilita la imbibicion y
promueve la activacion fisioldgica del embrion.

La evaluacion de viabilidad mediante tinciéon
con tetrazolio no constituye un predictor confiable
del comportamiento germinativo, dado que la
germinacion estd modulada por multiples factores
intrinsecos, como la latencia ex6gena, la composicion
fisico-quimica de la testa y el grado de domesticacion
de la especie.

El cultivo in vitro, complementado con protocolos
de asepsia eficientes y tratamientos de escarificacion
adecuados, permitio la regeneracion de las semillas de
P. quimbayensis, aunque en las raices hubo formacion
de células no definidas y con callosidades, mientras
que en P. ligularis el enraizamiento fue normal y sin
presencia de callo.
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